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Die Anmelderin Deutsches Krebsf orschungszentrum Stiftung des 
offentlichen Rechts in Heidelberg, Neckar/Deutschland hat 
eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Konjugat zur Unter scheidung von krankhaftem und 
gesundem Gewebe" 



am 23. Juli 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue 
Wiedergabe der urspriinglichen Unterlagen dieser Patent- 
anmeldung . 



Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
bole A 61 K, C 07 K und G 01 N der Internationalen Patent- 
klassif ikation erhalten. 



Munchen, den 17. September 1998 
Der President des Deutschen Patentsants 
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tenzeichen: 197 31 741.3 
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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 
"Konjugat zur Unterscheidung von krank- 
haftem und gesundem Gewebe" 
Unser Zeichen: K 241 1 

Konjugat zur Unterscheidung von krankhaftem und gesundem Gewebe 

Die Erfindung betrifft Konjugate zur Unterscheidung von krankhaftem und 
gesundem Gewebe, Verfahren zur Herstellung solcher Konjugate sowie ihre 
Verwendung. 

In der Behandlung von krankhaftem Gewebe, z.B. von Tumoren, ist die Entfer- 
nung desselben oft ein essentieller Schritt. Hierzu ist es notwendig, da(S der 
operierende Arzt genau erkennt, wo krankhaftes Gewebe endet und gesundes 
Gewebe beginnt. Dies ist allerdings oft nicht moglich. Auslaufer des krankhaften 
Gewebes werden daher ubersehen, die dann die Basis fur die erneute Entste- 
hung des krankhaften Gewebes darstellt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem krankhaftes von gesundem Gewebe unterschieden werden 
kann. 

ErfindungsgemafS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Konjugat, umfassend eine 
zur Fluoreszenz-fahige Verbindung und einen Trager, wobei die Verbindung und 
der Trager uber eine Saureester- oder Saureamid-Bindung oder Enan-Brucke 
(Schiffsche Base) verbunden sind und die Verbindung eine Anregungswellenlan- 
ge von 630 nm oder groBer und/oder 450 nm oder kleiner aufweist. 

Der Ausdruck "Trager" umfaBt Verbindungen jeglicher Art, die zur Anreicherung 
des Konjugats in einem bestimmten Gewebe, z.B. einem Tumor, einem Entzun- 
dungsherd oder in oberflachlich gelegenen kleineren GefafSen, wie Neovasku- 
larisationen im Bereich der Cornea (Hornhaut des Auges), geeignet sind. Bei- 
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spiele solcher Trager sind Proteine und Polyether. Zur Ausbildung der Saureester- 
oder Saureamidbindung mit der zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung kann der 
Trager Hydroxyl- oder Amino-Gruppen aufweisen. 

Die Proteine werden vorzugsweise nicht als korperfremd angesehen. Sie konnen 
in nativer Form vorliegen. In der nativen Form weisen die Proteine kein inter- 
und/oder intramolekulares Cross-Linking auf . Gunstigerweise besitzen die Protei- 
ne ein Molekulargewicht von bis zu 100 000 Dalton, insbesondere 30 000 bis 
100 000 Dalton. Ferner ist es gunstig, wenn die Proteine humane Proteine sind. 
Beispiele der Proteine sind Albumin, Fibrinogen, Transferrin, Immunglobuline und 
Lipoproteine, wobei humanes Serumalbumin (HSA) bevorzugt ist. Es konnen 
auch Fragmente vorstehender Proteine verwendet werden. Ferner kann die 
Sequenz der Proteine bzw. der Fragmente davon Anderungen von einer oder 
mehreren Aminosauren gegenuber bekannten Sequenzen der Proteine bzw. 
Fragmente davon aufweisen. 

Beispiele der Polyether sind Polyethylenglykole, insbesondere solche mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 20 000 Dalton. Vorzugsweise sind die Polyethy- 
lenglykole an der endstandigen Hydroxylgruppe mit einer Ci-C^2"Alkylgruppe, 
insbesondere mit einer Methylgruppe, verestert oder verethert. 

Ein erfindungsgemafSes Konjugat kann einen oder mehrere, insbesondere 2 bis 
4, vorstehender Trager aufweisen. Liegen mehrere Trager vor, so konnen diese 
gleich oder verschieden voneinander, sein. Liegen mehrere Polyether vor, so 
werden diese gunstigerweise so gewahit, daS das Molekulargewicht aller Poly- 
ether ca. 20 000 Dalton oder mehr betragt. 

Der Ausdruck "zur Fluoreszenz-fahige Verbindung" umfafSt Verbindungen jegli- 
cher Art, die zur Fluoreszenz angeregt werden konnen. Diese Verbindungen 
konnen auch photoaktiv sein. Die Verbindung ist uber eine Saureester- oder 
Saureamid-Bindung oder Enan-Brucke an den Trager gebunden. Zur Ausbildung 
dieser kann die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung eine Sauregruppe, z.B. eine 
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Carbon-, Sulfon-, Phosphon- oder Arson-Sauregruppe, eine Hydroxylgruppe, eine 
Aminogruppe oder eine Aldehydgruppe aufweisen. Es konnen mehrere dieser 
Gruppen vorliegen, die gleich oder verschieden voneinander sein konnen. Die zur 
Fluoreszenz-fahige Verbindung wird bei einer Wellenlange von 630 nm oder 
groRer, bevorzugt 630 bis 850 nm und besonders bevorzugt 650 bis 850 nm 
und/oder bei einer Wellenlange von 450 nm oder kleiner, bevorzugt 320 bis 450 
nm angeregt. Diese Wellenlangen beziehen sich auf Anregungswellenlangen, die 
die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung im erf indungsgemaSen Konjugat aufweist; 
in freier Form kann ihre Anregungswellentange davon abweichen. Vertreter 
dieser Verbindungen sind Porphyrine, wie Tetrasulfophenylporphyrin (TSPP; 
Anregungswellenlange 650 nm, wenn es an HSA gebunden ist), Chlorine, 
Bakteriochlorine, Chlorophylle, Phtalocyanine, wobei diese Verbindungen Metal- 
lionen als Zentralatom aufweisen konnen. Ferner sind Vertreter der zur Fluo- 
reszenz-fahigen Verbindung Carboxyzimtsaure, Carboxyfluorescein, Acridincar- 
bonsaure, wie Acridin-9-carbonsaure, Cumarinsaure, wie Cumarin 343, Cumarin- 
3-carbonsaure und Hydroxycumarinessigsaure (Anregungswellenlange 365 nm, 
wenn es an HSA gebunden ist), und Indocyaningrun (Anregungswellenlange 805 
nm, wenn es an HSA gebunden ist), sowie Derivate vorstehender Verbindungen. 

Von der zur Fiuoreszenz-fahigen Verbindung konnen im erfindungsgemafSen 
Konjugat eine oder mehrere vorhanden sein. Liegen mehrere vor, dann konnen 
sie gleich oder verschieden voneinander sein. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemafte Konjugate sind in den Figuren 1 bis 3 
dargestellt. 

ErfindungsgemalSe Konjugate konnen hergestellt werden, indem die zur Fluo- 
reszenz-fahige Verbindung mit dem Trager unter Ausbildung einer Saureester- 
oder Saureamid-Bindung kovalent verbunden wird. Hierzu geeignete Verfahren 
sowie benotigte Materialien sind dem Fachmann bekannt. 

Wenn die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung eine Sauregruppe aufweist, dann 
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konnen die Konjugate hergestellt werden, indem diese Verbindung mit Carbo- 
diimid und Hydroxysuccinimid zu reaktiven Succinimidylestern und diese _dann 
mit dem Trager umgesetzt werden. Bel Konjugaten mit mehreren zur Fluores- 
zenz-fahigen Verbindungen kann die Herstellung der Succinimidylester gemein- 
sam Oder getrennt erfolgen. 

Die Umsetzung der zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung mit Carbodiimid und 
Hydroxysuccinimid erfolgt in einem polaren aprotischen Losungsmittel, vor- 
zugsweise Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid (DMSO) . Das Mol-Verhaltnis 
von zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung : Carbodiimid : Hydroxysuccinimid 
betragt etwa 1 : 1 ,5-3 : 5-10. Der gebildete Succinimidylester wird dann in einer 
wassrigen Pufferlosung, vorzugsweise NaHCOg, mit dem Trager, wie Albumin, 
umgesetzt. Die Tragerkonzentration betragt etwa 10 bis 70 mg/ml. Die so 
aktivierte Sauregruppe kann dann unter Ausbildung von Saureamid- oder Saure- 
ester-Bindungen mit OH- und NH-Gruppen des Tragers reagieren, wobei erfin- 
dungsgemafSe Konjugate erhalten werden. Die Konjugate konnen mehrfach 
gereinigt werden, z.B. durch Ultrafiltration, und schlieSlich steril filtriert werden, 
worauf sie applikationsfertig sind. 

ErfindungsgemaRe Konjugate zeichnen sich durch eine erhohte Halbwertszeit im 
Organismus aus, Desweiteren reichern sich erfindungsgemaSe Konjugate in 
krankhaftem Gewebe, insbesondere in Tumorgewebe, in Entzundungsherden und 
in oberflachlich gelegenen kleineren GefaBen, z.B. von Neovaskularisationen im 
Bereich der Cornea an. Durch Licht wird die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung 
angeregt, wodurch krankhaftes Gewebe sichtbar gemacht werden kann, wohin- 
gegen gesundes Gewebe, in dem sich die erfindungsgemaBen Konjugate nicht 
anreichern, nicht sichtbar gemacht wird. Ferner erfolgt keine Storung durch die 
Eigenfluoreszenz des Blutes oder von Gewebe, z.B. der Leber, wodurch der 
optische Eindruck nicht verfalscht wird. Weiterhin weisen erfindungsgemaSe 
Konjugate, in der die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung bei 630 nm oder grofSer 
angeregt werden kann, ein hohe Eindringtiefe auf. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 



Figur 1 : 



zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Acridin-9-carbonsaure 
und humanem Serumalbumin, 



Figur 2: 



zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Cumarin 343 und hunna- 



nem Serumalbumin und 



Figur 3: 



zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Tetrasulfophenylporphin 



und humanem Serumalbumin. 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 Herstellung eines erfindungsgemal^en Konjugates aus Acridin-9- 
carbonsaure und humanem Serumalbumin 

Die Struktur und die Herstellung des Konjugats sind in Figur 1 dargestellt. 

Es wurden 20 mg Acridin-9-carbonsaurehydrat {A9CS) in 2 ml DMSO gelost und 
etwa 100 mg N-Hydroxysuccinimid (HSI) im Molverhaltnis von etwa 10/1 sowie 
30 mg N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) im Molverhaltnis von etwa 1,5/1 
zugegeben. Nach etwa 6 Stunden ist die Bildung des Hydroxysuccinimidylesters 
abgeschlossen. Nach dem Abtrennen des Dicyclohexylharnstoffs (DCHH) uber 
einen losungsmittelbestandigen Filter (0,2 //m) wird der Ester zu einer Losung 
von 2 g humanem Serumalbumin (HSA), das in 1 0 ml Originallosung, 10 ml 
0,34 M NaHCOa und 10 ml Methoxypolyethylenglykol (MPEG) gelost ist, lang- 
sam zugegeben. Die bei der Zugabe entstehende leichte Trubung lost sich nach 
kurzer Zeit wieder auf . Es entsteht eine leicht gelbliche Losung eines Konjugats 
aus A9CS und HSA. Die Abtrennung der im fertigen Praparat unerwunschten 
Begleitstoffe, wie uberschussiges DCC, HSI, nicht gebundenes A9CS, DMSO 
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und MPEG, erfolgt durch Ultrafiltration (AuschlulSgrenze 10 kD) mit mindestens 
4 Waschvorgangen. 

Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgemaHen Konjugates aus Cumarin 343 
und humanem Serumalbumin 

Die Struktur und die Herstellung des Konjugates sind in Fig. 2 dargestellt. 

In 2 ml DMSO wurden 20 mg Cumarin 343 (C343 = 1 0-Carboxy-2, 3,6,7- 
tetrahydro-1 H,5H,1 1 H-[1 ]benzopyranon[6,7,8,ij]chinolizin-l 1-on) geiost. Dazu 
wurden etwa 100 mg HSI im Molverhaltnis von 10/1 und 30 mg DCC im Mol- 
verhaltnis von etwa 1,5/1 zugegeben. Der Ester wurde wie in Beispiel 1 be- 
schrieben isoliert und mit HSA umgesetzt, wobei eine intensiv gelbe Losung 
eines Konjugates aus C343 und HSA erhalten wurde. Die Abtrennung von 
unerwunschten Begleitstoffen erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Beispiel 3: Herstellung eines erfindungsgemaflen Konjugates aus Tetra-(4- 
sulfophenyD-porphin und humanem Serumalbumin 

Die Struktur des Konjugates und dessen Herstellung sind in Figur 3 dargestellt. 

Tetra-(4-sulfophenyl)-porphin (TSPP) wurde in einer Konzentration von 1 0 mg/ml 
in DMSO geiost. Zu der klaren dunkelgrunen Losung wurde die dreifache molare 
Menge an DCC und die funfache molare Menge an HSI zugegeben. Nach etwa 
3 bis 4 Stunden Reaktionszeit ist die Umsetzung zum TSPP-Succinimidylester 
(TSPP-SE) beendet, wobei der gebildete Di-Cyclohexylharnstoff feinkornig 
abgeschieden wird. Die analytische Kontrolle erfolgt mittels Dunnschichtchroma- 
tographie. 

Humanes Serumalbumin (HSA, 4g, d.h. 2 Ampullen zu je 2 g in 10 ml) wurden 



22. JuU 1997 



- 7 - 

mit 2 X 1 0 ml 0, 1 7 M NaHCOa und 20 ml Methoxypolyethylenglykolgso verdunnt 
und in einem TQO mi Erienmeyer-Kolben vorgelegt, Zu dieser HSA-Losung wurde 
langsam unter standigem Ruhren vorstehende TSPP-SE-Losung in DMSO zu- 
gefugt, wobei sich die zunachst klare Losung durch nicht umgesetztes DCC, das 
in wassriger Losung unloslich ist, eintrubt. Nach Beendigung der Zugabe von 
TSPP-SE wurde das Reaktionsgemisch zur vollstandigen Umsetzung 30 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlielSend wurde die Triibung uber eine Sterilfil- 
tereinheit (Millipore, Stericup - GV, 0,22 /jm Low Binding Duropore Membrane) 
und die niedermolekularen wasserloslichen Komponenten (DMSO, HSI und nicht 
gebundenes TSPP) durch Ultrafiltration uber eine Membran mit 30 kD Aus- 
schlufSgrenze (Amicon YM 30) abgetrennt. Es wurde ein erfindungsgemaBes 
Konjugat aus TSPP und HSA erhalten. Die Kopplungsausbeute von TSPP an HSA 
betrug 85 bis 90 %. 

Die analytische Reinheitskontrolle erfolgte mittels HPLC unter folgenden Bedin- 
gungen: 

Vorsaule: Zorbax Diol (50 x 4 mm) 

Saule 1 : Zorbax GF 450 

Saule 2: Zorbax GF 450 

Laufmittel: 0,2 M Na-citrat, pH 7,5 

FlulS: 1 ml/min 

Detektor 1 : 280 nm (fur das Protein) 

Detektor 2: 420 nm (fur TSPP) 
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Patentanspruche 

1. Konjugat, umfassend eine zur Fluoreszenz-fahige Verbindung und einen 
Trager, wobei die Verbindung und der Trager uber eine Saureester- oder 
Saureamid-Bindung eine Enan-Brucke verbunden sind und die Verbindung 
in dem Konjugat eine Anregungswellenlange von 630 nnn oder gr6(Ser 
und/oder 450 nnn oder kleiner aufweist. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft der Trager ein 
Protein ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein ein 
nicht als korperfremd angesehenes, natives Protein ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft das Protein 
humanes Serunnalbumin ist, 

5. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft der Trager ein 
Polyether ist. 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft der Polyether 
ein Polethylenglykol ist. 

7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daft mehrere Trager vorliegen. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daft die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung eine Sauregruppe, Hydroxyl- 
gruppe, Aminogruppe oder Aldehydgruppe aufweist. 
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9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dafS die Anregungswellenlange 630 bis 850 nm betrtagt. 

10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Anregungswellenlange 320 bis 450 nnn betragt. 

11. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung abgeleitet ist von Porphyrin, 
Chlorin, Bakteriochlorin, Chlorophyll, Phtalocyanin, Carboxyzimtsaure, 
Carboxyfluorescein, Acridinsaure, Cumarinsaure oder Indocyaningrun 
sowie den Derivaten davon. 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dafS mehrere zur Fluoreszenz-fahige Verbindungen vorliegen. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach einem der Anspruche 1 
bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB die zur Fluoreszenz-fahige Verbin- 
dung und der Trager unter Ausbildung einer Saureester oder Saureamid- 
Bindung kovalent verbunden werden. 

14. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 1 2 zur 
Unterscheidung von krankhaftem und gesundem Gewebe. 
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Zusammenfassung 

Konjugat zur Unterscheidung von krankhaftem und gesundem Gewebe 

Die Erfindung betrifft Konjugate, umfassend eine zur Fluoreszenz-fahige Ver- 
bindung und einen Trager, wobei die Verbindung und der Trager uber eine 
Saureester- oder Saureamid-Bindung verbunden sind und die Verbindung eine 
Anregungswellenlange von 630 nm oder grofSer und/oder 450 nm oder kleiner 
aufweist. Ferner betrifft die Erfindung die Herstellung solcher Konjugate sowie 
ihre Verwendung. 
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